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® Ralirigung von rakombfaianlBn Iiitailaukfav2. 

Verfahren air Hersteilung von homogenem rekombinan- 
tarn Human-lnterteukin-2 durch Extraklion von IL-2 aus dan 
Zellmembranbestandtellen transformierter Mikroorgaiua- 
men nach Lyso und chromatooraphische Retnigung des 
Extrakts. 
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Reinicmnq von rekombinanten InterleTilciii~2 



15 »xaan-Interleukin-2 (IL-2). in der Vergangenheit ala 

T-Zellen tfaehstniBsfaktot besehrieben. iat ein IBsliehes 'Pro- 
tein, welches von Lektin- oder Antigen-aktivierten T-Zellen 
synthetisiert verden kann und das in der Lage ist die Lym- 
phozyten-Beaktivitat zn modulieren und die Langzeit>in 

20 vitro-Knltnr Antigen-spezif ischer T-Effektor-Lymphozyten zn 
ffirdern. iL-2 verst^rkt nachgewiesenenaassen anch die Thymo- 
zyten-Hitogenese und induziert cytotoxische T-Lymphozyten- 
-Seaktivitat. Somit ist diese Lymphozyten-regulierende Sub- 
stanz fflr die steigerung der humoralen und zellgebundenen 

25 iHUBunantwort und zur Wiederberstellung einer normalen humo- 
ralen und zellgebundenen Iimwinitat ntltzlich. Diese nachge- 
wiesenen insmnologisehen Aktivitaten zeigen. dass lL-2 zur 
aedizinisehen Innuntherapie von Krankheiten des UBmunsystems 
einschliesslich neoplastiseher Krankheiten. bakterieller und 

30 viraler Infektionen. iMnuuBangelkrankheiten, Autoiimrankrank- 
heiten usw. eingesetzt werden kann (Papermaster. B. et al.. 
Adv. immunopharm. . 507. [1980]). Bin ktlrzlich erschienener 
Uebersichtsartikel im Journal of The American Medical Asso- 
ciation. Vol. 249. No. 2 (14. Januar 1983) bespricht au£ den 

35 seiten 166-171 die klinische Applikation verschiedener Lym- 
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phoklne unter besondezer BerfickBichtlgung des Hiiman-IL-2. 

Die Relnignng von homogenem Human- IL-2 aus induzierten 
nenschlichen malignen Zellen bis znr Hoaogenltat vazde vor 

& kurzea ducch ein ttehcstnf iges bochauf Idsendes Flfisaigfceite- 
ebromatograpbie-V6E£ab£en (HPLC) etreicbt. Das result ierende 
bomogene Haman-IL-2 war gekennzelcbnet durcb eine spezif 1- 
sche AJ^tlvitat von etva 1.4 x 10^ E/mg (siebe z.B. BuropS- 
iscbe Patentanmeldung Hz. 83.109202.8. Publikationsnuiimer 

10 106 179) 

Tanigiicbi et al. becicbteten fiber die Kloniening und 
Sequenziening des IL-2 Gens nnd die Expression von nnreif en 
Hunan- IL-2 anf den "Tbird Annual Recombinant DNA Congress" 

15 in Pbiladelpbia, Pennsylvania, an 9. Februar 1983 (Nature. 
302. 305-310 [1983]). Die cDNA. von der sicb die AminosSure- 
seqnenz des IL-2 Proteins ableitet. wurde aus nBHA von 
Jurkat Zellen. die nit Concanavalin A angeregt vorden varen. 
isoliert. Der cDMA Klon nit voller LSnge ist 800 Basenpaare 

20 lang und codiert fttr ein Protein nit 153 AninosSuren. Siebe 
aucb EuropSiscbe Patentanneldung Publikations-Nr. 91539. 

Aucb von anderen Arbeitsgruppen vurde die Klonierung und 
Sequenzierung des lL-2 Gens bescbrieben. Siebe Devos et al.. 
25 "Molecular Cloning o£ Bnnan Interleukin-2 cDNA and Its 
Expression in coli". Hucleic Acids Researcb. 11. 4307- 
-4323 (1983). Siebe aucb EuropSiscbe Patentanmeldung Publi- 
kations-Nr. 118 977. 

30 Obwobl die Expression von IL-2 in transfornierten Hirts- 
zellen. bauptsScblicb in E. coli. in verschiedenen Litera- 
turstellen bescbrieben ist. verden keine Reinigungeverfabren 
offenbart. die es dem Facboiann erlauben vQrden. reifes 
rekonbinantes Hunan IL-2 in bonogener oder in wesentlicben 

35 reiner Forn zu erbalten. 

Die vorliegende Erf indung betrifft ein Verfabren zur 
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Beinlgung von rekombinantem, inebesondere reifem Human- IL-2. 
6ie beschreibt eln Verfahren znr Beinlgung von rekomblnantem 
relfem Huiaan-IL-2 bis zur Homogenitat, das fiber die Hethoden 
des Standes der Technik hinausgeht un das dadurch gekenn- 
5 zeichnet. dass man 

(a) einen transformierten. Organismus* der eine D!Ol--Seguenz 
entliait« die reifes Human-IL-2 codiert, kultiviert; 

(b) diese Kultur des transformierten Organismus zur Bscpres- 
10 sion und Akkumulation von reifem Bnman-lL-2 veranlasst; 

(c) die Zellkultur lysiert: 

(d) die im Zellysat enthaltenen Zellmembranbestandteile 
abtrennt: 

(e) aus den isolierten Zellmembranbestandteilen mittels 
15 einer I9aschl5sung extrahiert: und 

(f ) die NaschlSsung chroma tographisch reinigt. 

Kurze Beschreibuna der Fiouren 

20 Figur 1 gibt die DNA Nukleotidsequenz von pIL-2-2B und 

die entsprechende AminosSuresequenz von reifem Human-IL-2 
vieder. Das aminoterminale Snde von reifem IL-2 ist durch 
einen Pfeil gefcennzeichnet. 

25 Figur 2 zeigt schematisch die Konstruktion des Plasmids 
pBC2« ausgehend von pBB 322. 

Figur 3 zeigt schematisch die Konstruktion des Plasmids 
pBC23 mit einem P^ Promoter. 

30 

Figur 4 beschreibt die Konstruktion des IL-2 Struktur- 
gens, das Ser-IL-2 exprimiert. 

Figur 5 zeigt schematisch die Konstruktion eines Expres- 
35 sionsvektors ohne ein Promotor-System (pBC 201/IL-2}* der 
reifes IL-2 exprimiert. 
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Figur 6 zeigt scliematisch die Konetruktion eines Expres- 
sionsvektors mlt einem Pro&otor-SyBtem. der znr Expres- 
sion von ceifen IL-2 verwendet vnrde. 

& Das Verfahren dez vorliegenden Erf indnng stfltzt sich anf 

den fiber raschenden Be£und, dass von einer Hikrobe ezprenier*- 
tes IL-2 dazu neigt« mit der Hembran£raktion der Hirts- 
Bikrobe, in der Hauptsache mit der inner en Hembran der 
Mikrobe (das ist diejenige Membran deren Lipid-Doppelschicht 
10 hSnfig mit hydrophoben Proteinen assoziert ist), zn asso- 
zieren. Die Abtrennting der Hembranen vShrend des Anfreini- 
gungsverf ahrens flir IL-2 aus transformierten Mikroorganismen 
flihrt deBizii£olge zu bohen Aixsbeuten und einem Endprodukt von 
hober Reinbeit. 

15 

Obwobl verscbiedene Verfabren znr Zellyse. z.B. enzyma- 
tiscbe Oder cbemiscbe Lyse, im Znsammenhang mit vorliegender 
Erf indung angevandet warden kSnnen. ist die Lyse durcb Be- 
scballung das bevorzngte Verfabren. Die inneren and Susseren 
20 Membranen verden dann von den restlicben Zellbestandteilen 
durcb bekannte Verfabren* vie z.B* Zentrifugation, abge- 
trennt . 

Nacb der Abtrennnng der Zellmembranen aus dem Zellysat. 

2S verden diese mit EztraktionslOsungen, vorzugsveise Salz- und 
DetergenzlSsungen, gevascben um eine LSsung zu gevinnen. die 
venigstens 50% lL-2 entbSlt. In einer bevorzugten Ausffib- 
rungsform verden die Zellmembranen in 4 getrennten Scbritten 
mit Salz- und DetergenzlSsungen gevascben. Der erste Scbritt 

30 ist dadurcb gekennzeichnet. dass man die Zellmembranen vor- 
zugsveise mit einer SalzlSsung, insbesondere mit IH NaCl. 
vSscht. Im zveiten Scbritt verden die Zellmembranen mit 
einer Deter genzlSsung* vorzugsveise 1% Triton X-100. geva- 
scben. Im dritten Scbritt verden die Zellmembranen mit einer 

35 veiteren SalzlSsung. vorzugsveise 1.75-2 M Guanidin-HCl, 
gevascben. Die abscbliessende Vascbung erfolgt mit einer 
veiteren SalzlSsung, vorzugsveise etva 4-7 H 6uanidin-HCL. 
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Die HaschlBsung nach der 4. und letzten Waschung enthSit 
dann ungefShr 50% IL-2. 

Die letzte HaschlSsung wird schliesslich vorzugsweise 
5 ait Hilfe der hochauf lasenden Plflseigkeitscliroaatographie 
(HPLC) an Dtakehrpbasen chroaatographiscb gereinigt. Dieser 
HPLC-Reinigungsschritt fflhrt za aktivem. in fast ioo% reiner 
Oder homogener Porn vorliegendea IL-2. Es ist avch denkbar. 
dass AntikStper-Affinitatschronatograpbie-saulen. mit 

10 poly- Oder monoclonalen AntikSrpern gegen IL-2. anstelle von 
HPLC benutzt werden kannen. Andere cbromatographische Reini- 
gungsverfabren wie Parbstoff-AffinitStscbromatographie (z.b. 
nit Procion Rot Agarose, vie In der BuropSischen Patentan- 
neldung Hr. 83103582.9. verOffentlicht am 26. Oktober 1983 

15 nnter Publikat ions-Mr. 92163. bescbrieben) oder Sepbacryl 
S200 saulen kSnnen ebenfalls benutzt werden. In einer weite- 
ren bevorzugten AusflibmngsfonB dieser Erf indung wird die 
Chromatographle aehrstufig dnrcbgeftibrt. d.b. anf HPLC-Cbro- 
aatographie folgt anscbliessend Parbstof f-Affinitatscbrona- 

20 tograpbie. 

Das genass vorliegender Brf indung gereinigte lL-2 kann 
in gleicber Heise wie die anderen bekannten Substanzen mit 
iBKunmodulierender AktivitSt verwendet werden. z.B. als Mit- 

25 tel zur Bebandlung von immunsuppressiven ZustSnden. Bs kann 
in Perm pbarmazeutiscber FrSparate oral, durcb Injektion 
Oder lokal verabreicbt werden. Dosis und Dosierfreguenz 
k6nnen entsprecbend der Erfahrung bei der kliniscben Appli- 
kation von bekannten immnnmodnlierenden Substanzen. flb- 

30 licberweise 1-200 x 10* Einbeiten tflglicb. f estgesetzt 

werden. Die aus dieser Erfindung resultierenden Arzneimittel 
entbalten besagtes lL-2 zueammen mit pbysiologiscb vertrSg- 
lichem Tragermaterial. Alle tiblicben Mgermaterialien 
kannen verwendet werden. Das Tragermaterial kann ein iner- 

35 tes. organiscbee oder anorganiscbes Material sein. welcbes 
Bicb zur enteralen. perkutanen oder parenteralen Darreichung 
eignet. Als Trager eignen sicb Wasser. Gelatine. Gummi ara- 
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biciUQ. Lactose* Maisstarke. StearinsSure. Talk, vegetabile 
Oele. Polyalkylenglykole* inebesondere Polyathylenglykole. 
natttrliche Vaseline nod dergleichen. Des veiteren kSnnen die 
phaxmazeutischen PrSparate veitere phariaazeutiscb aktive 
S 1lirksto££e enthalten* ZusStzliche Additive vie Aromatisie- 
rungsmittel. Ueberzugsmittel. Stabilisiexungsmittel, Emul- 
gieri&ittel. Puffer und dergleichen k5nnen mittels liblicher 
galenischer Verfahren zngefligt verden. 

10 Die pbarmazentischen PrSparate fcSnnen in jeder Darrei- 

chnngsfom hergestellt verden« d.b. a) in fester Fom« z.B. 
in Form von Tabletten, Kapseln, Pndern. Granalaten nnd der- 
gleichen znr oralen Verabreichung: b) in f Ifissiger Form* 
z.B. in Form von LSsnngen. Simps* Snspensionen. Blizieren 

15 nnd dergleichen znr oralen Verabreichung; c) als PrSparate 
zur parenteralen Verabreichung* z.B. als sterile LSsungen* 
Suspensionen Oder Emilsionen: und d) als PrSparate znr loka- 
len Anvendung in Form von LSsungen. Suspensionen* Salben* 
Cr&mes* Gel^es* mikronisierten Pudern* Aerosolen und der* 

20 gieichen. Die pharmazeutischen Praparate kSimen sterilisiert 
verden und/oder kSnnen Hilfsmittel vie z.B. Ueberzugsmittel* 
Stabilisierungsmittel* netzmittel* Emulgiermittel. Salze zur 
VerSnderung des osmotischen Druckes und/oder Puffer ent- 
halten. 

25 

Als parenterale Verabreichungsformen kommen Infu- 
sions- Oder ZnJektionslSsungen* die intravenSs oder intra- 
muskniar injiziert werden kSnnen* in Frage. 

30 Die Konstruktion von IL-2 Express ionsvektoren und Trans- 
formanden* die in der Lage sind* IL-2 zu exprimieren vird im 
Detail hiernach beschrieben. 

Die AminosSure-Sequenz von reif em IL-2 Protein ist in 
3^ Figur 1 gezeigt. Das Protein kann in seiner reif en Form mit 
Hethionin als aminoterminaler AminosSure exprimiert verden 
unter der Voraussetzung* dass das Initiationscodon am Genan- 
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fang ATG ist. Das Hethionin wlrd u.U. von det Hirtszelle 
nacb der IL-2 Expression abgespalten. 

Die bei dieser Erf indung benutzten Expressionsvektoren 
5 sind pBR322 Derivate. die den P. -Promotor^ der ana Bak- 
teriopbagen-Lambda-DNA isoliert wurde* entbalten. p^^ ist 
der Promotor der Habl. da er ein sebr starker Promotor ist. 
der virksan vom Lambda-£l-Repres8or kontrolliert wird. 
dessen Gen entweder auf dem Cbromosom des Mikroorganismus* 

10 dem Vektor« der den Promotor entbSlt oder einem anderen 
kompatiblen Vektor lokalisiert ist. Das 6en« das ftlr den 
Bepressor codiert. trSgt eine cits Hntation, die einen 
temperatnrsensitiven Repressor zur Folge hat. Solcb ein 
Vektor, der bei dieser Erfindung benutzt verden kann und der 

15 die cl Mutation trSgt* ist der Vektor pRK 248 cits, der in 
der Forscbung bekannt und von Kahn et al.. Methods in Enzy- 
mology, 68, 268 C1979), beschrieben wurde. Bei einer Tempe- 
ratur von 30*C funktioniert der Repressor normal, jedoch bei 
Temperaturen von etva 37*-42*C wird er inaktiviert. Der Pj^ 

20 Promotor wird also bei 30<'C repremiert (abgedreht) und bei 
370.42^0 derepremiert (angedreht). Diese Art der P, Promo- 
tor-Kontrolle erlaubt es, die Kultur bei etwa 30<'C-36«C ohne 
Expression des gew&nschten Genprodukts vachsen zulassen. urn 
dann zu einem optimalen Zeitpunkt die Temperatur auf etwa 

25 42''C zu erhShen, bei der das gev&nschte reife Human-IL~2 
Produkt exprimiert wird. 

Der bei dieser Erfindung bevorzugt benutzt e Vektor 
besitzt eine zusStzliche EcoRl Schnittstelle distal zur 8D 
30 Sequenz (stromabwarts in 3' Richtung). Die folgende Be^ 
schreibung dient zur Illustration der Konstruktion eines 
bevorzugten Vektors, des Vektors pRC23, in den das IL-.2 Gen 
eingeffihrt vird. Andere Vektoren kdnnen jedoch auch benutzt 
werden. 

35 

GemSss dem in den Figuren 2 und 3 beschriebenen Verfah- 
ren wurden 20 Hikrogramm pBR322 DNA mit BcoRl verdaut und 
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anscbliessend in zwei vecsebiedenen Reaktionen eingesetzt: 
1. zur Behandlimg nit SI Nnklease. ixm die 5'- flberhangenden 
Enden zu entfexnen* und 2. zqe Bebandlung mit SNA Polyaerase 
I Klenow Fragment « xm die kobaaiven Enden aufznf alien. Beide 
S Reaktionen warden durcb Pbenol- nnd anscbliessende Aetbanol- 
eztraktion gestoppt. Die DMA aus jeden der ReaktionsansSltze 
wurde mit syntbetiscben Bgl II Verbindungsseguenzen koabi- 
niert« mit Bgl li und Pat I verdant und danacb an l^ Agarose 
elektropboretiscb anfgetrennt. Die 3600 BP (Basenpaare) und 

10 760 BP-entbaltenden Fragmente aus beiden ReaktionsansStzen 
vnrden aus dem Gel isoliert. Zur Konstruktion von pRC2, 
vnrde das 3600 BP-entbaltende Fragment aus der Klenow Reak- 
tion mit dem 760 BP-entbaltenden Fragment, der SI Reaktion 
kombiniert. Der E. coli Stamm RRl wnrde mit dieser DNA-Kom- 

15 bination transformiert und Trans£ormanden wurden in einem 
Medium mit 50 itg/ml Ampicillin aelektioniert. Transforman- 
den mit der erwarteten Plasmid-Kombination, d.b. einem Plas- 
mid mit einer Bgl Il-Scbnittstelle in unmittelbarer NSbe der 
BcoRl-Schnittstelle. wurden durcb Restriktionsanalyse der 

20 isolierten Plasmid-XWAs identif iziert. Das Plasmid pRC 23 
wurde durcb die Kombination eines syntbetiscben Oligonukleo- 
tid8« velcbes fttr eine "consensus" RBS (vom Computer ent- 
wickelte Ribosomen-Bindungss telle) codiert [Soberer et al. 
nucleic Acids Researcb, 8, 3895 (1980)]. mit einem 250 BP- 

25 -entbaltenden Bgl II-Bae III Fragment, welcbes den Lambda 
Pj^ Promoter entbSlt. und dem Plasmid pRC2 konstruiert. 

Urn das 250 BP-entbaltende DNA-Fragment zu isolieren. 
welcbes den Lambda P^^ Promoter entbSlt. wurde 1 Mikrogramm 

30 450 BP-entbaltendes Bgl II-Hpal DNA Fragment (von BP # 35260 
bis 35710 der Lambda Pbagen DNA-Seguenz) mit Hae III verdaut 
und die resultierenden Produkte wurden mit Hilfe prSparati- 
ver Gelelektropborese an 5* Polyacrylamid isoliert. Ungeffibr 
200 ng des 250 Bp-entbaltenden Bgl Il-Hae III Fragments 

35 vurden mit je 60 pH der in Figur 3 gezeigten syntbetiscben 
Oligonukleotide kombiniert. welcbe fllr den grBesten Toil 
einer "consensus" RBS-Sequenz codieren. deren Sequenz. wie 
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von Scherer et al. beschrleben* mittels Computer-Azialyse 
entvlckelt vurde. Die result ierenden Holekfille %mrdea dann 
mit Bgl II und EcoBl behandelt (uia Oligomere aiis zus chiles - 
Ben), gelelektrophoretiscb gereinigt und mit pRC2 DNA, die 
5 ebenfallB mit Bgl II nnd EcoRl behandelt vurde , kombiniert. 
Die Transformation von E. coll ERi (pRK 248 cits) mit dieser 
DNA-Kombination vurde nach Standardverfahren durchgefUhrt 
und die Transf ormanden vurden in einem Medium mit 50 ug/ml 
Jkmpicillin bei 30^C selektioniert. 50 Transf ormanden vurden 

10 erhalten* von denen 8 ffir die veltere Analyse ausgevShlt 
vurden. Die Plasmid DHAs dieser 8 Transf ormanden vurde Iso- 
liert und mittels Hinc II->Spaltung analysiert. 6 dieser 8 
Plasmid DH&s zeigten das ervartete Bestriktionsmuster und 
auch die Nukleotidsequenz-Analyse nach Hazam-Gilbert von 

15 einer dieser 6 bestatigte die ervartete Konstruktion (be- 
zeichnet als pSC 23). 

Konstruktion eines Express ions vektors, der fflr reifes Human- 
>-IL-2 codierende DMA enthfilt 

20 

(1) Isolieruno von Haman--IL-2 codierender mRNA 

flSNA vurde aus H33BJ-JAI Zellen (ATCC Nr. CBL-8163, 
hinterlegt am 26. August 1982). einem Klon der Jurkat 
Zellinie FHCRC. nach Induktion mit PHA und PMA isoliert. 

25 12000 ml #33BJ-JAI-Klon Zellkulturen (10^ Zellen/ml) 

vurden in BPHI 1640 Gevebekultur-Nedium, ergSnzt mit 10% 
fStalem Rinderserum« 50 E/ml Penicillin* 50 ug/ml 
streptomycin, 50 ug/ml Gentamycin und 300 iig/ml 
frischem L-61utamin, vachsen gelassen. Diese Zelleh 

30 vurden durch Zentrifugation gesammelt und in 6 1 des 
zuvor ausftthrlich beschriebenen Mediums « ohne Seram« 
jedoch erganzt mit 1% PHA und 10 ug/ml PMA, resuspen- 
diert. Jeveils 6 1 resuspendierte Zellen vurden auf 
sterile Glasvalzenf laschen verteilt und auf ein Halzverk 

35 gelegt (10 U/min. bei sy'C). 

8 Stunden spSter, vurden die Zellen durch Zentrifugation 
geerntet und die mRNA vurde durch ein Phenol-Chloroform- 
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-Standardverfabren extrahiert. Danach vurde die Aetha- 
nol-gefSllte BNA dureh Hocbgescbvindigkeltszentrifixga- 
tion sedinentiert und in einer 0.5 H SalzlSsung aufge- 
nonmen. 01igo-(dT)-Cellulo8e-Chronatographie vurde be- 
nutzt ua die bBNA ait pol7(A)-Biide von dec Gesamt-BMA 
abzutrennen. Die Aetbanol-gefSllte ARNA vacde in Hasser 
in einec Konzentration von 500 iLg/ml aufgenonnen. 
30 ng HMA vucden dann in Xenopue Oozy ten aikcoinjiziect. 
Nacb 24 Stunden Inkubation in steciler Bartb's LSeung, 
vucden 4 Biec in sterile 1.5 al Eppendor£-Htltcben fiber- 
ffibrt und ait 500-1500 iil friscber. steciler Bartb's 
LSsung ge£fittert« Nacb 48 Stunden vurden 200 iil Inku- 
bationsaediua geerntet und ait einea Standard CTLL«-Zell- 
-^H-Tdr-Binbautest (Gillis et al., J. laannol. 120 . 
2027 [1978]} an£ IL-2 AktivitSt getestet. lANA Proben« 
die nacb der Translation ia Oozytentest eine deutlicbe 
IL-2 Aktivitat zeigten^ vurden gesaaaelt. nacb ibrer 
GrSsse durcb Sncrose-Dicbtegradienten-Zentrifugation 
anfgetrennt nnd nacb Aetbanol-Pflllung zur Herstellnng 
einer cSHA-Bibliotbek vervendet. 

cDNA-Svntbese 

3.5 iig gereinigte aBNA (ait einea Sediaentations- 
-Koe££izient von lOS ia Sucrosegradienten) vurden zur 
Herstellung doppelstrSngiger koapleaentaerer Z»iA (ds 
cSNA) nacb der £olgenden Metbode (Gubler and Ho££aann« 
Gene 25 « 263-269 [1983]) vervendet. 

(a) Erststrana cMiA Svntbese ; 

Die BfiHA vurde in 17.5 ul Tris-HCl. pH 8«3« 10 idl 
HgCl^. 10 H« DTT, 4 BM Na-Pyropbospbat^ 1.25 nH 
dATP. 1.25 m dGTP. 1.25 MTTP. 0.5 wH dCTP. 
100 ng/al Oligo (^^)i2-i8' ^^P-dCTP 
(Aaersbaa 3000 Ci/nMol) inkubiert. Nacb 5 Hinuten 
Inkubation bei 43''C vurden 3000 Einbeiten AHV 
reverse Transcriptase/ml zur Inkubationsaiscbung 
gegeben und dlese ffir veitere 30 Hinuten bei 43«*C 
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inkublert. Die Beaktion wurde dutch Zugabe von EDTA 
211 20 BM gestoppt. das cDNA-niRNA Hybrid mit Phenol- 
-Kresol extrahiert und duccli Aethanol-FSllung kon- 
2entriert. Die Ausbeute der Erststrang Synthese 
betrug 58«6 ng (1,7%) gemeesen durch TCA-unl5sliche 
BadioaktivitSt« 

Zveitstrano cDNA Synthese r 

Das cDNA-inRNA Hybrid wurde in 5^8 iil H^O aufge- 
nomaen. Zu dieser LSsung warden 7.7 ul Zweit- 
strang-Synthesemix gegeben um eine LSsung mit 20 nflf 
Tris-HCl, pH 7,5. 5 niH MgCl^* 10 nM 
(NH^j^SO^, 100 UM KCl. 0.15 nM beta-NAD. 
50 Tig/ml BSA. 40 m dNTPs. 8.5 Einhei ten/ml E. 
coli BNase H (Bethesda Research Labs). .230 Einhei- 
ten/ml DNA Polymerase I. 10 Einheiten/ml E. coli 
DNA Ligase zu erhalten. Die Mischung wurde zuerst 
fflr 60 Minuten bei 12*C und dann fflr 60 Minuten bei 
22*C inkubiert. Die Reaktion %rarde durch Zugabe von 
EDTA zu 20 nM gestoppt und die ds cDNA mit Phenol- 
-Kresol extrahiert. Eine mit Sephadex G-50 fein 
geffillte. mit 10 loM TEAR aguilibrierte SSule wurde 
benutzt. um die ds cDNA von den freien Nukleotiden 
abzutrennen. Die Ausbeute dieser Reaktion betrug 
107 ng ds cDNA (91%). 

Verknflpfuna und T ransformation 

64 ng ds cdDHA wurden mit Deoxyguanosin (d6)^Re8ten 
nach Standardmethoden verlSngert. Der Vektor, 
PBR322. wurde zuerst mit BcoRV verdaut und an- 
schliessend mit Deoxycytidin (dC}-Resten ver- 
langert. loo ng verldngerte pBR 322 DNA und 1.25 ng 
veriangerte cDNA-Pragmente (Verhaitnis 80:1) wurden 
in 250 111 0.01 M Tris. pH 7.5. 1 xM EDTA. 0.15 M 
NaCl fiir 90 Minuten bei 58<*C verbunden und zur 
Transformation mit kompetenten E. coli RRl Zelleh 
verwendet. Die transf ormierten Zellen %mrden auf LB 
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Flatten ait 100 iig/nl Ampicillin ausplattiect und 
fClr 12 Stunden bei 2T'C inkQbiert. Bs warden 3200 
Kolonien ffir die 1I.-2 cDNA-Bibliothek erhalten. 

(3) Slchten der cMHA-BlbllotheK: nach IL-2 Genseqnenzen 

Znm Attfflnden von cDNA-Kopien ait volletandigen IL-2 

Genseguenzen vurde elne eynthetische Deoxynnkleotidsonde 

benutzt« die den von Tanignchi et al. (Nature 302«..305- / 

-310 C1983]) ver5f£entlicbten Nukleotiden 45*65 der 

Bman-IL-2 cDHA-Seguenz entspricht. Diese Sonde 

[ACAATCTACAGGATGCAACTC] vnrde nach der Festphasen-Phoe- 

phordiestemethode chemisch synthetisiert* mit HPLC 

32 

gereinigt nnd mit P-ATP (ICH Fbaraacenticals. 
7000 Ci/sH) und Polynnkleotidkinase narkiert* Kolonien 
der cDHA-Blbliothek warden nacb der Methode von 6mn- 
stein nnd Hognese (Metbode in Enzynology 68 , 379 [1979]) 
anf Nitrocellulose-Filter fibertragen. Nacb Bybridisie- 
rung bei 30^C fflr 16 Stunden. warden die Filter in 
4 X SSC Puffer bei 45*'C ftlr 45 Hinuten gewaschen, ge- 
trocknet und flir die Autoradiograpbie verwendet. Eine 
einzige positive Kolonie wurde erbalten. welcbe die 
vollstSndige IL-2 Genseguenz entbielt. Von dieser 
Kolonie. pII.-2-2B bezeicbnet« wurde Plasmid ]>NA berge- 
stelLt und fflr die Hukleotidseguenz-Analyse und die 
Expression in B« coli verwendet. Die Nukleotidseguenz 
war bis auf zwei VerSnderungen nit der von Tanigucbi et 
al. verSffentlichten Sequenz identiseh. Diese VerSnde- 
cungen sind: ein Insert, welcbes bei Hukleotid 17 der 
Tanigucbi Sequenz beginnt und ein Austausch von 6 in 
Position 503. 

(4) Herstellunq eines B. coli Plasnldvektors, der fflr 
Ser-IL-2 codierende DNA enthait 

Bin E. coli Bzpressionsvektor. der Ser-IL-2 codierende 
IXIA entbSlt. wurde durcb Konbination dreier Segmente 
bergestellt (siebe Figur 4):(1) dem Vektor pRC23 qiit den 
Lambda P* Promoter* (2) einem syntbetischen Verbin- 
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dungestlick und (3) einen aus IL-2 cDNA isolierten HgiAl- 
-3Bia III Fragment. pEC23 Vektot DNA (50 ng) wurde mlt 
BcoBl und BcoSV verdaut. nit Phenol extrahiert und dann 
nit Aetbanol prazipltiert. Das synthetische Adapter stflck 
vurde durch Bybridlsiemng zveier komplementirer synthe- 
tisehex I>eox]rnnkleotid-8eguenzen. A und B hergestellt: 

(A) 5*AATTCAATTATQAaTSCA 3' 

(B) 3* 6TTAATACTC S' 

Dieses dcppelstrfingige Verbindungsstliek kann an seinea 
5*-Ende Bit einer EeoBl-Scbnittstelle und an seinea 3' 
Ende mit einer HgiAl-Schnittstelle vetbunden werden. Das 
1 Kb grosse lL-2 cDNA- Insert wurde aus plL-2-2B DNA nacb 
Behandlung mit dem Bestrlktionsenzyra Bam HI durcb 6el- 
reinigung isoliert. Das so erhaltene DNA-Pragraent wurde 
mit HglAl und Aha III nachbehandelt, mit Phenol extra- 
biert und mit Aethanol prSzipitiert. HgiAI schneidet 
zwisehen dea Alanin und dem Prolin Codon am An£ang der 
fllr reifes IL-2 eodierenden Segnenz. Bei dez Klonierung 
zuz Expression des entspreehenden IL-2 Gens wird die dem 
^L ^'^'^■oto' benaehbarte SeoBl-Schnitts telle des Vek- 
tors PBC23 benutzt. Das synthetische Verbindungsstflck 
kann diese EcoBl-Sebnittstelle ait der HgiAI Sebnitt- 
stelle jm Anfang des IL-2 cDNA-Fragments verbinden. 
Durch die Verknflpfung des VerbindungsstQckes mit der 
cDNA werden gleichzeitig das fttr den Translationsstart 
notwendige Methionin-Codon und die Codons ffir Serin und 
Alanin. die ersten AminosSuren des reifen IL-2 Proteins, 
etzeugt. Die cDMA wird mit dem stumpfen Aha III Ende 
fiber das stuapfe EcoBV Ende mit der pBC23 Vektor mk 
verbunden. 

Die Koabination der drei DNA-Segaente wurde in 10 ul 
Beaktionsaiscbnng. enthaltend 65 UM TriS, pH 7,6, lo m 
Mgci^. 0,5 tiM ATP, 15 m beta-«ereaptoAthanol und Je 
0.05 pH DNA des Vektors, des synthetisehen Verbindungs- 
stflckes und des cDNA-Inserts . dnrchgeflihrt. Das Koabina- 
tionsgeaisch wurde zuerst £0r 5 Minuten auf 65oc er- 

hitzt. dann auf 4*C abgekOhlt und nacb Zugabe von 
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200 Blnheiten T4 DNA Ligase tHz 16 Stunden bei 4<'C inlni- 
biect. Die T4 JXlh Ligase vorde durcb Erhitzen der Beak-- 
tionsniscbung auf es^'C fttr 5 Hinuten inaktiviert. An- 
BCblieese&d vurden die verbundenen DNA-Pragmente mit 
BcoBV bebandelt, urn nicbtverdaate VektorONA zu besei- 
tigen. Die Miscbung %mrde dann zrxr Transfornation nit E. 
coli BRl (p&K 248 cits) verwendet. Diese Zellen vurdon 
bei 30^C £1i£ 15 Stunden vacbsen gelassen. 

Die Kolonien warden, vie zuvor bescbrieben. an£ Nitro- 
cellulosefilter Ubertragen* getrocknet iind ait der 
''^P-^narkierten syntbetiscben Deozynukleotidseqnenz A 
bybridisiert. Bine positive Kolonie* pRC 23/IL-2 # 4-1 
bezeicbnet, vurde fllr die veitere Analyse ansgewSblt. 
Dieser Klon syntbetisierte mebr als 200 000 Einbeiten/ml 
IL-2« nacbdem der Promoter dnrcb die Tenperatnrer- 
bSbnng anf 42''C induziert vorden war. Die IL-2 AktivitSt 
wurde mittels biologiscbem Test auf CTLL Zellen. eine 
Indikator-Zellinie fUr IL-2 (bescbrieben von Gillis et 
al. J. lamunol. 120 . 2027 [1978]), nacbgewiesen. 

(5) Herstellunq eines E, coli Expressionsvektors, der reifes 
IL-2 svntbetisiert (mit Alanin am aminoterainalen Ende>, 
Zur Expression von reifem IL-2 in E. coli, wurde der 
folgende Heg gewSblt. Wie in Pigur 5 gezeigt. befindet 
sicb an der Ser-Ala Peptidbindung, die gleicbzeitig die 
Scbnittstelle zum Bnt£ernen des Signalpeptids darstellt 
(Eobb et al., PHAS. 80, 5990-5994 [1983]}. eine HgiAI- 
^Scbnittstelle. Hacb Bebandlung mit HgiAI wurde das 
kobSsive Bnde durcb Bebandlung mit T4 1XIA Polymerase in 
ein stumpfes Bnde umgewandelt. Das resultierende Frag*, 
ment wurde dann fiber sein stumpfes Ende mit einea aus 
dem Phagen Lambda isolierten 108 BP Bglll-Hae Ill-Frag- 
ment verbunden* danach mit Bgl II und Xba I bebandelt 
und zwiscben die Hestriktionsschnittstellen Bgl II und 
Xba I des Vektors pRC23/IL-2, # 4-1. gebSngt. Dieser 
Klonierungszwischenscbritt %rarde gemacbt urn sicber zu 
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gehen, dass die TA^DNA Polymerase-Beliaiidliing vie erwar- 
tet funktioniert hat* was dutch die Schaffung einec 
neuen Stu I-Schnitts telle durch Verbindung dee Bae III 
Bndes .mit dem stumpfen HgiAI-Ende bestStigt vurde. Nach- 
behandlung mit Stu I etellt das mit dem Prolin^Codon CCT 
begiimende stumpfe Bnde an dieser Stelle %d.eder her. 
Diese Plasmid-ZviBChenkonstruktion vutde pRC 201/1L-2 
bezeichnet. Es warden 2 eynthetische Deoxyoligonucleo- 
tide geschaffen, die ein ATG-Translations-startcodon 
enthalten* das Codon ftlr die lUainosSure Alanin vieder- 
herstellen und ein BcoRl Ende erzeugen. Diese Oligomere 
warden fiber die BcoHl Enden mit dem Expressionsvektor 
PRC23 verbunden. Das so erhaltene Produkt warde mit 
Pst I nachbehandelt, so dass ein 1025 BP-enthaltendes 
Fragment entstand« welches mittels Gelelektrophdrese 
isoliert warde. Das 1025 BP-enthaltende Fragment (mit 
einem Pst I und einem stumpfen Ende) wurde zwischen die 
Pst I - und die neu geschaffene Stu I-Eestriktions- 
stellen des Plasmids pRC201/IL-2 eingefiigt. Zur Identic 
Cizierung von Trans formanden mit gevQnschter Ronstruk- 
tion warden die Plasmid DNAs isoliert und durch Restrik- 
tionsenzsmanalysen fiberprllft. Die bestatigte Plasmid- 
-Konstruktion wurde pRC233/IL-2 bezeichnet (siehe Figur 
6). 

Bevorzugte Hirtsorganismen zur Transformation mit einem 
Vektor, der das IL-2 Gen entSlt, sind erf indungsgemSss 
Bakterien« wie z.B. E. coli; Bacillaceae, wie z.B. 
Bacillus subtilis und dergleichen. Hefen bilden eine 
weitere Gruppe bevorzugter Nikroorganismen zur Trans* 
formation. 

Ein besonders bevorzugter Mikroorganismus, der als Rezi- 
pient bei den Transformationen vervendet wlrd, ist 
B. coli K-12 Stamm 294. wie in der britischen Patentan* 
meldung Vi. 20 55 382 A bescbrieben. Dieser Stamm wurde 
bei der American Type Culture Collection am 28.. Oktober 
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1978 unter der ATCC Nr. 31 446 deponiert. Ausserdem 
kSnnen auch andere B. coli Stamme, wie z.B. E. coll RR1» 
ATCC Accession Nr. 31 343 « Oder andere Mikroorganismen, 
von denen die moisten an einem Depositorium. vie der 

S American Type Culture Collection, hinterlegt worden sind 

und allgemein zugSnglich sind* als Hirtsorganismen 
benutzt werden. Bei der Itasetzung dieser Erf indung in 
die Praxis verden Uebernachtkulturen der transformierten 
E. coli Zellen in LB-Medium bei 30^C wachsen gelassen. 

10 Ein Liter der Uebernachtkulturen vird vorzugsveise mit 

M-9 NinimalmediuB« ergSnzt mit Casaainosanren. auf 
10 Liter verdUnnt. Nach dem Eintritt in die logarithm!- 
sche fiachstumsphase vird die Nachs turns temper a tur der 
Kultur zur Induktion der IL-2 Produktion von 30«C auf 

15 42'*C erhSht. Nach 2-3-stttndiger Inkubation bex 42'*C 

verden die Bafcterien mittels Zentrifugation gesammelt. 
Die gesamte Arbeit vurde unter Beachtung der Richtlinien 
des National Institute of Health durchgefUhrt. Die 
Beinigungsschritte sind im Detail in den f olgenden Bei- 

20 spielen beschrieben. 

Beispiel 1 

1 g transformierter E. coli Zellen. die IL-2 (mit Serin 
25 am aminoterminalen Ende des Proteins) herstellen, vurden in 
30 bM Tris-HCl, pH 8.0. 5 mM EDTA. 1 ■« Phenylmethylsul- 
fonylfluorid resuspendiert und durch Beschallen lysiert. Das 
Lysat vurde bei 14000 x g 15 Hinuten zentrifugiert. Die 
Hembranbestandteile des zentrifugierten Lysats vurden von 
30 den anderen Lysat-Bestandteilen abgetrennt. Die Hembranbe- 
standteile vurden dann 4 Wasch- Oder IL-2-Extraktionsschrit- 
ten untervorf en, deren Ergebnisse in Tabelle 1 zusammenge- 
fasst sind. Ffir jede Haschung vurden 5 ml WaschlSsung pro 
Gramm Zellen vervendet. Nie in Tabelle 1 im Detail zusammen- 
35 gefasst, vurde der Bauptteil der IL-2-Aktivitat bei der 
letzten Vaschung extrahlert. Diese HaschlSsungr die den 
Bauptteil der IL-2-Aktivitat und venigstens 50% reines lL-2. 
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gemessen mit Hilfe von enthielt. vurde direkt der 

Umkehrphasen-HPLC (RP-C8) untervorfen. Die Ausbeute betrug 
40-60% fast 100% reines lL-2 (mlt Serin am aminoterminalen 
Bnde des Proteins). Die Ausbeute an biologischer IL-2-Akti*- 
vitat lag bei 1 z 10 Binheiten/mg. 



Tabelle 1 

Bxtraktion von IL-2 ans E. coll Wembranen 



Battrafctlon 
Mascbnng mit 1 M NaCl 



Gesamt- 
Protein 

0«4 mg 



Gesamt 
Aktivitat 
fBinhelten^ 
0.03 X 10* 



Spezifische 
Aktivitat 

0.1 X 10® 



Waschnng mit 1% Triton 2 mg 
Hascbung mit 1.75 H 

6uanidin-HCl 1 mg 

fiaschung mit 7 M 

Guanidin-HCl . 4.7 mg 



0.75 X 10* 0.4 X 10* 



1.5 X 10* 1.5 X 10* 



250 X 10 

(99%) 

252.3 X 10* 



53 X 10 



Beispiel 2 

Dieses Beispiel dient zur Darstellung der Neignng von 
IL-2. sich an die Zellmembranbestand telle der transformier- 
ten B. coli Wirtszellen zii assoziieren. 



Urn dies zu zeigen. warden 1 g transf ormierter B. coli 
Zellen. die IL-2 mit Serin am aminoterminalen Bnde herstel- 
len. in 10 ml 20%«-prozentiger Sucrose. 30 mM Tris-HCl. 
pH 8.0 anfgenonmen nnd mit Lysozym-BDTA lysiert iim die im 
periplasmatiscben Ranm lokalisierten Proteine abzutrennen. 
Der Rest des Lysats vnrde anscbliessend bescballt. Die Mem- 
branen (innere und aussere Nembran) vurden durcb Sucrosegra- 
dient-Zentrifugation von den anderen zelluiaren Komponenten 
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ab- und in innere -and Sassere Heabranen aufgetrennt. Tabelle 
2 zeigt. dass die Hauptmenge der biologischen IL-2-Aktivitat 
bei der iimeren Zellmeabcan zu f inden ist. 

Tabelle 2 

Lofcalisieruna von IL~2 in E, coli Zellen 



Fraktionen 
LSsliche Fraktion 
PeriplasBische 

Fraktion 
Aeussere Menbran 
Innere Hembran 



1 g transformierter B. coli Zellen, die reifes IL-2 ber- 
8tellen« wurden in 30 bM Tris-BCl, pH 8, S wM BDTA, 1 sM 
PhenylnethylBulf onylf luorid resuspendiert und dnrch Beschal- 
len lysiert. Das Lysat vurde bei 14000 x g 15 Minuten zen- 
tri£iigiert. Die Meskbranbestandteile des zentrifngierten 
Lysate warden von den anderen Lysatbestandteilen abgetrennt. 
Die Menbranbestandteile warden dann 4 Wasch- Oder IL-2- 
-Bztraktionsechritten nnterworf en, deren Brgebnisse in 
Tabelle 3 zasanmengefaast sind. FQr jede Wascbong warden 
5 ml HascblSeung pro Gran Zellen verwendet. Hie in Tabelle 

3 im Detail znaasmengefasst, wnrde der Hauptteil der IL-^2 
Aktivitat bei der letzten Haschang extrahiert. Diese Haseb- 
ISsung, die den Baaptteil der IL-2 Aktivitat and wenigstens 
50% reines IL-2. gemessen nit Hilfe von SDS^PAiK, enthielt, 
tnirde direkt der Unkehrphasen-HPLC (RP-C8) anterworfen« Die 
Auebeate betrag angefSbr 60% fast 100% reines IL-2 Protein. 
Die Ausbeute an biologischer IL-2-Aktivitat lag bei 

4 z 10^ Binheiten/ag. 



Gesaat- Gesaiit IL-2 Aasbeiite an 

Protein Aktivitat IL-2 

faal CEinheiten^ X%1 

37 ag 2 X 10^ 0,3 

2 ag 10 X 10^ 1.5 

6 ag 8 X 10^ 1«2 

15 ag 6,6 x 10® 97 



Bej^spiel 3 
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EKtraktlon von ralfam lL-2 ana g. eolt Mftmhriini^ n 

5 

Bxtraktlon 
Nasehung mit 1 H NaCl 
Waschung alt 1% Triton 
Has Chung mit 
10 1.75 M Gnanidin-HCl 
Mascbung nit 

7 N 6uanldin-BCl 



Das folgende Beispiel besebreibt die Reinigung von 
reifem iL-2 aus einer Paste transfotmierter E. eoli Zellen 
20 durcb Pcocion-Rot Agacose-Chroioatograpbie und BPLC. 

ZellmembranextraKtion 

6e££orene B. coli Zellen (enthaltend ein fQx Human IL^2 
codierendes Plasnid) vezden aufgetaut und 1 g dieseE Zellen 

25 wird in 5 nl Puffer A .(0,03 M Tris-HCL. pH 8,0, 0,005 M 
BiyiA) aufgenomaen. Die resultierende Zellsuspension wird 
dann 15 Hinuten gerflhrt und danacb werden die Zellen durcb 
Zentrifugation In einem Sorvall ss-34 Rotor (10000 U/ain. 
vSbrend 10 Hinuten) gesanuaelt. Der Ueberstand wird verwor fen 

30 und die Zellen werden in 5 ml Puffer A resuspendiert. Die 
resuspendierten Zellen werden nit einem Ultrascballgerfit 
aufgebrochen (6 z 30 Sekunden). Die aufgebrochenen Zellen 
werden abzentrifugiert (10000 U/min. wihrend 10 Hinuten) und 
der Ueberstand mit den Ifis lichen Proteinen wird verworfen. 

35 Der Rfiekstand wird einmal mit 5 ml Puffer A gewascben und 
abzentrifugiert (lOOOO U/min. wShrend 10 Hinuten). Der Rttck- 
stand. welcher der Hembranfraktion entspricht. wird in 



Gesamt- Gesamt IL-2 Spezifische 

Protein Aktivitat Aktivitat 

ISal fginhettanl fE/mo1 
0.5 0.3 X 10* 0,6 X 10* 

3,3 5,5 X 10* 1,7 X 10* 

2,5 10,0 X 10* 4,0 X 10* 

10,1 779 X 10* 77,1 X 10* 

Cisii 



794,8 X 10* 



BeiflPiel 4 
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Puffer B (1 M HaCl. 0.03 M Tris-HCl. pH 8.0. 0.005 H EDT&) 
■it einen Gewobehoaogenisator aufgelOst und 10 Hinuteii 
getflbrt. Die Membranfraktion wird durch Zentrifugation in 
einem Sorvall SS-34 Hotor (15000 U/min. wShrend 10 Minuten) 

5 abzentrifugiert. Der RQckstand wird in 5 ml Puffer C (1% 
Triton X-100, 0.03 M Tris-HCl, pH 8.0) gelSst, bouogeni- 
siert. gerilhrt und erneut abzentrifugiert (15000 U/ain. 
wahrend 10 Hinuten) . Der RQckstand wird in 5 nl 1.75 M 
6uanidin-HCl gelSst. homogenisiert. gerlibrt und abzentrifn> 
10 giert (15000 U/nin. wShrend 10 Minuten). Der resultierende 
BQckstand wird einaal mit 5 ml Puffer A gewascben und abzen- 
trifugiert. Die Hembranfraktion (RQckstand) wird mit 5 ml 
7 H Guanidin-HCl extrahiert. Mach der Zentrifugation wird 
der lU-2 entbaltende Bxtrakt aufbewabrt und der RQckstand 

15 ein zweites Mai mit 5 ml 7 M Guanidin-HCl extrahiert. Dieser 
Bxtrakt wird ebenfalls aufbewabrt. 

Procion-Bot AaaroBe-Chroa atoaraphie 

Die saule %rird bei Raumtemperatur gefQllt. mit zwei SSulen- 
20 volumen 7 « Guanidin-HCl gewascben und dann bei 4»C mit 
Aequilibrierungspuffer (0.01 M Tris-HCl. pH 7.9. 0,035 M 
HaCl) aquilibriert. Mindestens 1 ml Procion Rot Agarose 
sollte pro 100 itg erwartetes IL-2 Protein verwendet wer- 
den. Die Durcbf lussrate betrSgt 2 Bettvolumina pro Stunde. 

25 Der IL-2 entbaltende 7 H Guanidin-HCl Bxtrakt wird 40-f acb 
mit Aequilibrierungspuffer verdQnnt und das PrSzipitat durcb 
Zentrifugation entfernt. Mit dem result ierenden Ueber stand 
wird die SSule beladen. Die SSule wird mit zwei saulenvolu- 
mina Aequilibrierungspuffer gewascben. IL-2 erscbeint in 

30 einem Gipfel nach 1,5-2 Volumina Elutionspuf fer (0.01 H 

Tris-HCl, pH 7.9. 1.035 M NaCl). Nacb der Blution des IL-2. 
wird die saule durcb Hascben mit 6 M Guanidin-HCl von Premd- 
material gesaubert. 

35 pp^c fC-18^-ChromatearaPbie 

per pft des Procion-Rot-Bluats %rird durcb langsame Zugabe von • 
1,0 M Bssigsaure auf 7 eingestellt. Proben von Jeweils 
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0.1 ml warden zur Bestimimng der Aktivitat vor imd nach der 
PH-Binstellung entnonmen. Das neutrallsierte Eluat (60 ml) 
wird mit einer Durchf lusstate von I al/Mlnvite auf eine 
0.31 X 25 cm HP- 18 same gepumpt und mit einea Pnfferge- 
5 misch. bestehend aus 5% HPLC-Puffer 11 und 95% HPLC-Puf£er I 
aquilibriett. Der saulendurchf luss wird gesaminelt und bezllg- 
lich seines Proteingehalts und seiner biologischen lL-2 
Aktivitat untersucht. Die Saule wird bei Raumtemperatur nach 
dea in Tabelle 4 beschriebenen Gradientenprof il eluiert. Der 

10 Durchf Inss wird bei 220 nm Welleniange gemessen und 1.5 ml 
Fraktionen warden geeammelt. Ihr Proteingebalt und ihre bio- 
logische IL-2 Aktivitat werden bestimmt. Der Peak mit maxi- 
maler IL-2 Aktivitat eluiert bei ca. 74% HPLC-Pu££er II (59% 
Aeetonitril). Die Fraktionen werden bei 4-8-c aufibewahrt und 

15 gemass ihrer spezifiseben Aktivitat vereint. 



Tabelle 4 

DttrcbffihrttngBbedingungen ffir die HPLC (RF-18-saule) eines 
typiscben Procion-Rot Bluats. 

60 ml 

0.41 z 25 cm 

0.01 M Phosphorsaure. 0.05 M 
Litbiumehlorid 

0.01 M Phospborsaure. 0.05 M 
Lithinaehlorid. 80% Aeetonitril 
1 al/ain 



Probenmenge: 
saulenabmessungen 
HPLC-Pu££er I: 

25 

BPLC-Pn££er II: 
Durcbflussrate ; 



30 % HPLC-Pnffar TT Dauer fMin) 

Aequilibrierung 5 20 

Probenmenge _ 

Wasehen 5 . 15 

Schritt 1. Gradient 5-35 

35 Sebritt 2. Gradient 35-85 50 

Schritt 3. konstant 85 5 

Schritt 4. kouBtant 5 5 
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Alle cbtomatogcaphieschrltte weEden bei BauateBpeEatuen 
dUEChgefflhxt. 



10 



15 



20 



25 



30 



35 
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Pateiitanflp rflf»tio 

1. Verfahren zur Herstellung von hoaogenem. reifen 
rekombinantem Human-Iiiterleukin-2 (IL-2). dadurch gekenn- 
5 zeichnet, dass nan 



(a) einen transformierten Organismus. der elne DNA-Sequenz 
enthait. die reifes Huiaan-IL-2 codiert. kultiviert: 

(b) diese Kultnt des transformierten Organismus znr Expres- 
10 sioB und Akkumnlation von reifea Human-lL-2 veranlasst; 

(G) die Zellimltur lysiert; 

(d) die im Zellysat enthaltenen Zellnembranbestandteile 
abtrennt: 

(e) au8 den isolierteh Zellmembranbestandteilen IL-2 aittels 
15 einer Haschlfisung extrabiert; nnd 

(f ) die HaschlSsung chromatographiseb reinigt. 

2. Verfahren nach Anspmch l. dadurch gekennzeichnet. 
dass die transformierten Mikroorganismen durch Beschallung 

20 lysiert verden. 

3. Verfahren nach Anspmch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet. dass die Zellmembranbestandteile mittels Zentri- 
fugation voa Zellysat abgetrennt werden. 



25 



30 



4. Verfahren nach den Ansprllchen 1-3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die isolierten Zellmembranbestandteile vor 
dem Haschen mit BztraktionslSsung mit Salz- und Detergenz- 
-LOsungen gewaschen werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet. 
dass die Salz- und Detergenz-Maschungen in 3 auf einanderf ol- 
genden getrennten Verfahrensschritten durchgeftlhrt werden. 

35 6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet. 
dass die Zellmembranbestandteile im ersten Verfahrensschritt 
mit einer NaCl-L»sung. im zweiten Verfahrensschritt mit 
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einer Detergenz- und in dritten Verfiahrensschritt nit einer 
Gaanidin-HCl-LSsung nit einer Holaritftt von ungefShr I«75 
bis 2«0 gevascben vecden. 

5 7. Verfahren nach Anspruch 6« dadurch gekennzeichnet* 

daea die Konzentration dez Guanidin-HCl-LSsung nngeffihr 7 M 
ist. 

8. Verfahren nacb SLnapmcb 1« dadnrcb gekennzeicbnet^ 
10 dass die cbronatographische Reinignng nittels hochanCldsen- 

der FlfieeigkeitBcbronatograpbie (HPLC) dnrcbgeffibrt wird. 

9. Ver£abren nacb Ansprncb !• dadnrcb gekennzeicbnet* 
dass die cbronatograpbiscbe Reinignng nittels Af f initats- 

15 cbronatographie durcbgeffibrt wird. 

10. Verfahren nacb Ansprnch 9, dadurch gekennzeicbnet. 
dass es sich bei der Af f initatschronatographie un Farbstoff- 
aff initatschronatograpbie bandelt. 

20 

11. Verfahren nacb Ansprncb 1. dadnrcb gekennzeicbnet. 
dass es sich bei der chronatograpbiseben Reinignng nn ein 
nebrstnf iges Verfahren bandelt, bei den bocbanf ISsende Fltls- 
sigkeitschronatographie nnd Aff initatschronatograpbie ver- 

25 wendet verden. 

12. Phamazentiscbe Praparate, entbaltend als aktiven 
Bestandteil bomogenes rekonbinantes Hunan- IL-2. gereinigt. 
genSss den in den Ansprflcben 1-11 beansprucbten Verf ahren« 

30 und ein physiologiscb vertragliches Tragernaterial. 
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10 20 30 4g 

- ACTACTCACA GTAAACTCAA CTCCTGCCAC A ATG TAG AGG ATG CAA CTC 

MET Tyr Arg MET Gin Leu 

CTG TCT TGC ATT GCA CTA AGT CTT GCA CTT GTC ACA AAC AGT 
Leu Ser Cys lie Ala Leu Ser Leu Ala Leu Val Thr Asn Ser 

TGCA COT ACT TCA IgT TCT ACA AAG AAA ACA CAG CTA CAA CTG 
Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Gin Leu Gin Leu 

GAG CAT TT'A CTG CTG gIt TTA CAG ATG ATT TTG AAT GGA ATT 




226 241 256 

AAG TTT TAC ATG CCC AAG AAG GCC ACA GAA CTG AAA CAT CTT 
Lys Phe Tyr MET Pro Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu 

2 7X 286 
CAG TGT CTA GAA GAA GAA CTC AAA CCT CTG GAG GAA GTG CTA 
Gin Cys Leu Glu Glu Glu Leu Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu 

316 331 
AAT TTA GCT CAA AGC AAA AAC TTT CAC TTA AGA CCC AGG GAC 
Asn Leu Ala Gin Ser Lys Asn Phe Hfs Leu Arg Pro Arg Asp 

346 361 37S 

TTA ATC AGC AAT ATC AAC GTA ATA GTT CTG GAA CTA AAG GGA 

Leu He Ser Asn He Asn Val He Val Leu Glu Leu Lys Gly 

391 406 421 

TCT GAA ACA ACA TTC ATG TGT GAA TAT GCT GAT GAG ACA GCA 
Ser Glu Thr Thr Phe MET Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr Ala 

436 451 4gg 

ACC ATT GTA GAA TTT CTG AAC AGA TGG ATT ACC TTT TGT CAA 
Thr He Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp He Thr Phe Cys Gin 

500 510 

AGC ATC ATC TCA ACA CTG ACT TGATAATTAA GTGCTTCCCA CTTAAA 
Ser He He Ser Thr Leu Thr ^haaa 
520 530 540 ' 550 560 

acat atcaggcctt ctatttattt aaatatttaa attttatatt tattgtt 

570 580 59o 500 610 

GAA tgtatggttt gctacctatt gtaactatta ttcttaatct taaaact 

620 630 640 650 fifio 

ATA aatatggatc ttttatgatt ctttttgtaa gccctagggg ctctaaa 



670 680 690 700 tm 

ATG gtttcactta tttatcccaa aatatttatt attatgttga atgttaa 

720 730 740 750 760 

ATA tagtatctat gtagattggt tagtaaaact atttaataaa tttgata 



ITS ''^O 790 800 

AAT ATAAACAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA A. 



Pigur 1: jjikleotldsequenz des Plagmids .pIL2-2B 
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Figur 5/ ^, 
Ser Ala | Pro 

a gtgcaI cct 

TCjACGT GGA 
HgiAl 
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*T4 DNA Polymerase 



A 108 bp 

^fl''" Haettl 

AGG 

TCC 



OCT 
GGA 



+ T4DNAUgase 

+ Bg/ II 
+Xbal 



Bg/ II 



Xbal 




+Llgase 



|pRC23/IL2,«4-1 



Transform.von RRi : 
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Pstl 
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Stui 



* synth. Oligonucleotide : 

^ AATTCAATTATGGCT ^ 
3.GTTAATACCGAg. 



1 



+ P5f I 



-I- 5fu I (partial) 



Gelreinigung des 3875 Bp 
Fragments 



4*Ligase 



I 



+ PS/I 



Gelreinigung 
des 1025 Bp Fragments 



•f-Ugase 



Transform. V. PRI lpRK248cItsl: 
Pl^EcoRI 



flg/IK-i 



PRC233/IL2 



Pstl 




Stul 
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